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RESUMO GERAL 
 
O chá é uma das bebidas mais consumidas em todo o mundo. Algumas funções biológicas dos chás têm 
sido relatadas, tais como antiinflamatória, antioxidante, antialérgica, e anti-obesidade. Estas atividades 
biológicas estão associadas, em parte, com a atividade antioxidante dos compostos químicos presentes 
nos chás, especialmente flavonoides e ácidos fenólicos. No entanto, os compostos fenólicos são 
primariamente responsáveis pelas propriedades benéficas do chá. Assim, a avaliação total e de 
quantificação individual de compostos fenólicos é essencial para correlacionar sua a atividade biológica. 
As amostras avaliadas foram chá verde, camomila, carqueja, boldo, branco, cidreira, preto e mate. Neste 
estudo os compostos fenólicos totais e flavonoides foram quantificados por espectrofotometria. A 
capacidade antioxidante dos extratos fenólicos foi avaliada pelos métodos DPPH e ABTS
+. Compostos 
fenólicos foram identificados por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). A atividade 
antimicrobiana foi determinada pela avaliação da concentração inibitória mínima (CIM) e concentração 
bactericida mínima (CBM). A análise de componentes principais (ACP) e a análise hierárquica de 
agrupamentos (AHA) mostraram que não foi observada uma distinção clara entre os métodos de extração. 
Neste estudo, a extração à frio mostrou-se mais eficiente na extração de compostos bioativos. 
Palavras-chave: Chá, compostos fenólicos, flavonoides, atividade antioxidante, atividade antimicrobiana, 
análise de componentes principais, análise de agrupamento hierárquico. 
 
INTRODUÇÃO E OBJETIVOS – O chá é uma bebida popularmente conhecida devido aos benefícios que 
causam a saúde, principalmente pelos seus constituintes químicos. Este estudo teve os seguintes 
objetivos: (a) avaliar o conteúdo de compostos fenólicos e flavonoides totais (b) avaliar a atividade 
antioxidante dos extratos pelo método do radical DPPH e ABTS
+, (c) avaliar o perfil compostos fenólicos 
por cromatografia liquida de alta eficiência e (d) avaliar a atividade antimicrobiana de oito variedades de 
chás extraídos por infusões a quente e a frio e comparar através das análises multivariadas ACP e AHA. 
 
MÉTODOS – As amostras de chás foram submetidas a dois tipos de extração, a quente e a frio. O 
conteúdo de compostos fenólicos totais e flavonoides foram quantificados por espectrofotometria e a 
composição fenólica foi determinada por CLAE. A atividade antioxidante foi avaliada pelos métodos da 
atividade sequestrante do radical DPPH e ABTS
●+
. A atividade antimicrobiana foi determinada pela técnica 
de diluição em microplacas. Os resultados foram comparados pelas análises multivariadas APC e AHA. 
 
PRINCIPAIS RESULTADOS – Os teores de compostos fenólicos variaram de 267,3 a 2896,0 mg EAG.L
-1
 
e 215,1 a 6956,3 mg EAG.L
-1
, para  as extrações a quente e a frio, respectivamente. Os flavonoides totais 
variaram de 53,3 a 969,2 mg EC.L
-1
 na extração a quente e 95,3 a 510,0 mg EC.L
-1 
na extração a frio. 
Para a atividade antioxidante, a variação dos resultados com DPPH foi de 31,83 a 48,81 μmol ET.L
-1 
para 
a extração a quente
 
e 33,89 a 50,74 μmol ET.L
-1
 para a extração a frio. No método do ABTS os valores 
ficaram entre 2535,0 a 33300,0 μmol ET.L
-1
 e 1100,0 a 38300,0 μmol ET.L
-1
 nas extrações a quente e a 
frio, respectivamente. Ácido gálico, ácido clorogênico, teobromina, cafeína, ácido cafêico, catequina e 
rutina foram os compostos fenólicos identificados por CLAE nas amostras avaliadas. Das infusões a 
quente, apenas as amostras de chás verde e preto apresentaram ação bacteriostática para S. aureus e 
E.coli na concentração inicial dos extratos (2,5%). Na infusão a frio, apenas o chá branco apresentou o 
mesmo efeito para S. aureus, também na concentração inicial. Nenhum dos extratos apresentou ação 
bactericida a partir da concentração inicial avaliada. A ACP e a AHA foram eficazes para discriminação 
dos chás relacionados à sua espécie de origem, entretanto não foi observada uma distinção clara entre os 
métodos de extração. 
 
DISCUSSÃO E CONCLUSÃO - As amostras apresentaram quantidades elevadas de compostos fenólicos 
totais e flavonoides e boa capacidade antioxidante. Os compostos fenólicos identificados se enquadram 
nos grupos de compostos bioativos constituintes de amostras de chás, conforme literatura. A infusão a frio 
mostrou-se mais eficiente quanto às análises realizadas, resultando numa bebida que apresentou maior 
teor compostos bioativos, exceto para os flavonoides. 
 
 
GENERAL ABSTRACT 
 
 
Tea is one of the most consumed beverages in the world. Some biological functions of tea have been 
reported, such as anti-inflammatory, antioxidant, anti-allergic, and anti-obesity. These biological activities 
are associated, in part, to the antioxidant activity of chemical compounds present in tea, especially 
flavonoids and phenolic acids, however, the phenolic compounds are primarily responsible for the 
beneficial properties of tea. Thus, the total evaluation and quantification of individual phenolic compounds 
is essential to correlate its biological activity. The samples were evaluated green tea, chamomile, broom, 
Boldo, white, lemon, black and matte. In this study, flavonoids and phenolic compounds were quantified by 
spectrophotometry. The antioxidant capacity of phenolic extracts was evaluated by DPPH and ABTS
•+
 
methods. Phenolic compounds were identified by high performance liquid chromatography (HPLC). 
Antimicrobial activity was determined by assessing the minimum inhibitory concentration (MIC) and 
minimum bactericidal concentration (MBC). The principal component analysis (PCA) and hierarchical 
cluster analysis (HCA) showed that it was not observed a clear distinction between the extraction methods. 
In this study, the cold extraction was more efficient in the extraction of bioactive compounds.  
Keywords: Tea, Phenolic compounds, flavonoids, antioxidant activity, antimicrobial activity, principal 
component analysis, hierarchical cluster analysis. 
 
INTRODUCTION AND AIMS - Tea is a drink popularly known due to the benefits that cause to the health, 
primarily for its chemical constituents. This study had the following objectives: (a) evaluate the content of 
phenolic compounds and flavonoids (b) to evaluate the antioxidant activity of the extracts by the radical 
method DPPH and ABTS
•+
, (c) evaluate the phenolic profile by HPLC and (d ) to evaluate the antimicrobial 
activity of eight varieties of tea infusions extracted by hot and cold. 
 
MHETODS – The samples of teas were subjected to two types of extraction, hot and cold. The content of 
total phenolics, flavonoids were quantified by colorimetry and the phenolic composition was determined by 
HPLC. The antioxidant activity was evaluated by the methods of DPPH and ABTS
●+
. The antimicrobial 
activity was determined by the dilution technique in microplates. The results were compared by multivariate 
analysis PCA and HCA. 
 
MAIN RESULTS – The content of phenolic compounds ranged from 267,3 to 2896,0 mg EAG.L-1 and 
215,1 to 6956,3 mg EAG.L
-1
 for the extraction of hot and cold, respectively. The total flavonoids ranged 
from 53,3 to 969,2 EC.L
-1
 mg to extract hot and 95,3 to 510,0 mg EC.L
-1
 in the cold extraction. For the 
antioxidant activity, the varying results with DPPH was 31.83 to 48.81 μmol ET.L
-1 to extract hot and 33,89 
to 50,74 μmol ET.L
-1 for cold extraction . In the ABTS method values were between 2535,0 to 33300,0 
μmol ET.L
-1 and 1100,0 to 38300,0 μmol ET.L-1 in the extraction of hot and cold, respectively. Gallic acid, 
chlorogenic acid, theobromine, caffeine, caffeic acid, catechin and rutin were the phenolic compounds 
identified by HPLC in samples evaluated. Infusions of hot, only samples of green and black teas showed 
bacteriostatic for S. aureus and E. coli in the initial concentration of the extracts. In the cold infusion, only 
the White tea have the same effect for S. aureus, also in the initial concentration. None of the extracts 
showed bactericidal action from the measured initial concentration. The ACP and the HCA were effective 
for discrimination of teas related to their species of origin, however was not observed a clear distinction 
between the extraction methods. 
 
DISCUSSION AND CONCLUSION – The samples showed high amounts of phenolic compounds and 
flavonoids and good antioxidant capacity. The identified phenolic compounds fall in groups of bioactive 
compounds constituents of tea samples, as literature. The infusion cold was more efficient for the analysis 
carried out, resulting in a drink with the highest bioactive compounds content, except for flavonoids. 
 
 
 
APRESENTAÇÃO 
Esta dissertação é composta por 1 artigo científico.  
 
Autores: Vanessa Carvalho Rodrigues, Marcos Vieira da Silva, Adriele Rodrigues dos Santos, 
Acácio Antonio Ferreira Zielinski; Charles Windson Isidoro Haminiuk. Título: Compostos 
bioativos de chás: Comparação das infusões a quente e a frio. Periódico: Journal  Food 
Research International. 
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Abstract 13 
Tea is one of the most consumed beverages in the world. Some biological functions of 14 
tea have been reported, such as anti-inflammatory, anti-oxidant, anti-allergic, and anti-15 
obesity. These biological activities are associated, in part, to the antioxidant activity of 16 
chemical compounds present in tea, especially flavonoids and phenolic acids. Phenolic 17 
compounds are primarily responsible for the beneficial properties of tea. Thus, the total 18 
evaluation and quantification of individual phenolic compounds is essential to correlate 19 
its biological activity. The objective of this study was to evaluate the bioactive 20 
compounds of different types of teas, infusions comparing hot and cold as the 21 
identification and quantification of phenolic compounds and flavonoids, antioxidant 22 
activity by DPPH method and ABTS●+, antimicrobial activity and by comparison 23 
principal component analysis (PCA) and hierarchical cluster analysis (HCA). The 24 
samples were evaluated green tea, chamomile, broom, Boldo, white, lemon, black and 25 
matte. In this study, flavonoids and phenolic compounds were quantified by 26 
colorimetry. The antioxidant capacity of phenolic extracts was evaluated by DPPH and 27 
ABTS•+ methods. Phenolic compounds were identified by high performance liquid 28 
chromatography (HPLC). The antimicrobial activity was determined by evaluating the 29 
minimum inhibitory concentration and minimum bactericidal concentration levels for the 30 
phenolic compounds ranged from 267,3 to 2896,0 mg EAG.L-1 and 215,1 to 6956,3 mg 31 
EAG.L-1 for the extraction of hot (80 ºC) and cold (20-25 ºC), respectively. The total 32 
flavonoids ranged from 53,3 to 969,2 mg EC.L-1 to extract hot and 95,3 to 510,0 mg 33 
 
 
9 
 
EC.L-1 in the cold extraction. For the antioxidant activity, the varying results with DPPH 34 
was 31.83 to 48.81 μmol ET.L-1 to extract hot and 33.89 to 50.74 μmol ET.L-1  for cold 35 
extraction . In the ABTS method values were between 2535.0 to 33300.0 μmol ET.L-1 36 
and 1100.0 to 38300.0 μmol ET.L-1 in the extraction of hot and cold, respectively. Gallic 37 
acid, chlorogenic acid, theobromine, caffeine, caffeic acid, catechin and rutin were the 38 
phenolic compounds identified by HPLC in samples evaluated. Infusions of hot, only 39 
samples of green and black teas showed bacteriostatic for S. aureus and E. coli in the 40 
initial concentration of the extracts. In the cold infusion, only white tea have the same 41 
effect for S. aureus, also in the initial concentration. None of the extracts showed 42 
bactericidal action from the measured initial concentration. The PCA and the HCA 43 
showed that was not observed a clear distinction between the extraction methods. The 44 
infusion cold was more efficient for the analysis performed. Therefore, the tea infused 45 
in water at ambient temperature is a beverage richer in bioactive compounds when 46 
compared to infusions of tea in hot water. 47 
KEYWORDS: Phenolic compounds, flavonoids, antioxidant activity, antimicrobial 48 
activity, principal component analysis, hierarchical cluster analysis. 49 
50 
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INTRODUCÃO 51 
 Nos últimos anos, pesquisadores têm dedicado especial atenção aos 52 
ingredientes biologicamente ativos, especialmente alcaloides e compostos fenólicos 53 
em alimentos e bebidas, devido aos seus efeitos positivos sobre a saúde humana 54 
(Damiani et al., 2014). O chá é uma das bebidas mais consumidas em todo o mundo. 55 
Devido ao aroma atraente e sabor específico, a sua popularidade também é resultado 56 
de suas propriedades potencialmente promotoras da saúde (Horzic et al. 2009; Bae et 57 
al., 2015).  58 
 Branco, verde, oolong, preto, entre outros chás bastante consumidos, são 59 
produzidos a partir das folhas e brotos da planta Camellia sinensis L. (família 60 
Theaceae) e são categorizados por variações na colheita, processamento e grau de 61 
oxidação dos compostos fenólicos (Sharangi, 2009; Unachukwu et al., 2010).  62 
 Peumus boldus Molina, vulgarmente conhecida como boldo, é uma árvore 63 
endêmica do Chile, que é usado para preparar infusões que têm vários benefícios para 64 
a saúde associados aos seus óleos essenciais, alcaloides e polifenóis (Soto et al., 65 
2014).  66 
 Matricaria recutita L. é uma planta herbácea indígena da Europa e Ásia 67 
Ocidental (Mckay e Blumberg, 2006). Vários produtos obtidos a partir de camomila 68 
estão comercialmente disponíveis, dentre eles, as infusões (Mckay e Blumberg, 2006). 69 
O consumo estimado de camomila como infusão é de mais de um milhão de copos por 70 
dia (Petronilho et al., 2012).  71 
 Baccharis trimera, popularmente conhecido como carqueja no Brasil, é uma 72 
planta comum na América do Sul. Infusões de carqueja são utilizadas na medicina 73 
popular brasileira. Lactonas diterpénicos, sesquiterpenos, flavonoides, saponinas, 74 
taninos, compostos fenólicos, e os óleos essenciais têm sido descritos para a espécie 75 
(Grance et al., 2008).  76 
 Cymbopogon citratus Stapf vulgarmente conhecida como capim-limão, é uma 77 
gramínea perene espontânea, amplamente distribuída em países tropicais e 78 
 
 
11 
 
subtropicais. Na medicina tradicional, extratos aquosos de folhas secas são utilizados 79 
para o tratamento de várias patologias com base em inflamação (Francisco et al. 80 
2011).  81 
 Ilex paraguariensis St. Hil., mais comumente conhecida como erva-mate ou 82 
mate é uma planta que é nativa da região subtropical da América do Sul e é 83 
amplamente produzida e consumida no sul do Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai. 84 
Esta planta é muito rica em compostos biologicamente ativos diferentes, tais como 85 
fenóis, metilxantinas, saponinas triterpenos, flavonoides, minerais e outros (Murakami 86 
et al,. 2013). 87 
 Algumas funções biológicas dos chás têm sido relatadas, tais como anti-88 
inflamatório, anti-oxidante, anti-alérgico, e anti-obesidade (Hu et al., 2009; Sharangi, 89 
2009). Estas atividades biológicas estão associadas, em parte, com a atividade 90 
antioxidante dos compostos químicos presentes nos chás, especialmente flavonoides 91 
e ácidos fenólicos (Damiani et al., 2014; Zielinski et al., 2014). Os componentes 92 
químicos das folhas de chá incluem compostos fenólicos (catequinas e flavonoides), 93 
alcalóides (cafeína, teobromina, teofilina, etc), óleos voláteis, polissacarídeos, 94 
aminoácidos, lípidos, vitaminas, elementos inorgânicos, dentre outros. No entanto, os 95 
compostos fenólicos são primariamente responsáveis pelas propriedades benéficas do 96 
chá (Sharangi, 2009).  97 
 A eficácia da capacidade antioxidante depende da espécie do chá, da 98 
quantidade e tipo de compostos fenólicos presentes (ZIELINSKI et al., 2014). Os 99 
principais compostos fenólicos no chá são flavan-3-óis (catequinas), que incluem: (+) - 100 
catequina (C), (-) - epicatequina (EC), (-) - epigalocatequina (EGC), (-) - 101 
epigalocatequina galato (EGCG), (-) - galocatequinas (GC), (-) - epicatequina galato 102 
(ECG) e (-) - galocatequina galato (GCG) (Kerio et al., 2013). 103 
 Os compostos fenólicos possuem um anel aromático em sua estrutura, tendo 104 
um ou mais grupos hidroxila, podendo variar desde a de uma molécula fenólica 105 
 
 
12 
 
simples para que um polímero de massa molecular complexa (Balasundram et al., 106 
2006; Walter; Marchesan, 2011).  107 
 Estes compostos antioxidantes doam um elétron para o radical livre, 108 
transformando-o em uma molécula inerte (Haminiuk et al., 2012). Diferem-se 109 
estruturalmente a partir de moléculas simples. Eles são classificados principalmente 110 
de acordo com o número de anéis fenólicos que contêm (King; Young, 1999; Haminiuk 111 
et al., 2011). 112 
 A capacidade antioxidante dos componentes fenólicos ocorre principalmente 113 
através de um mecanismo de redox, onde os mesmos atuam como agentes redutores, 114 
doadores de hidrogênio, desativadores de oxigênio singleto ou quelantes de metais 115 
(Rice Evans; Miler; Paganga, 1997). Portanto, os compostos fenólicos podem impedir 116 
a formação de radicais livres, tais como ânions superóxidos (radical O2), óxido nítrico 117 
(radical NO), bem como espécies de radicais não-livres, tais como peróxido de 118 
hidrogênio (H2O2) e ácido nitroso (HNO2) (Zhu; Hackman; Ensunsa; 2002). 119 
 Assim, a avaliação total e de quantificação individual de compostos fenólicos é 120 
essencial para correlacionar com sua atividade biológica (Zielinski et al., 2014). Para 121 
tanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os compostos bioativos de diferentes 122 
tipos de chás, comparando as infusões a quente e a frio quanto a identificação e 123 
quantificação de compostos fenólicos e flavonoides, atividade antioxidante pelo 124 
método do radical DPPH e ABTS●+, atividade antimicrobiana e análise de 125 
componentes principais (ACP) e a análise hierárquica de agrupamentos (HCA). 126 
 127 
MATERIAIS E MÉTODOS 128 
 129 
Reagentes  130 
 Os reagentes utilizados foram 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) 131 
(ABTS), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-132 
tetramethylchroman-2-carboxylic acid), (+)-Catequina hidratada e o reagente de Folin-133 
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Ciocalteau (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). O metanol, ácido acético, ácido gálico 134 
os outros reagentes utilizados nas experiências foram de grau analítico. As soluções 135 
aquosas foram preparadas utilizando água ultra-pura (Milli-Q, Millipore, São Paulo, SP, 136 
Brasil). Ágar Eosina Azul de Metileno (EMB) era da Himedia, ágar Baird Parker (BP) 137 
da Acumedia, caldo Mueller Hinton (MHB) e ágar Mueller Hinton (MHA) da  Biomark.  138 
 139 
Amostras de chás 140 
 Um total de oito tipos de chás foram adquiridas no comércio de Campo 141 
Mourão, Brasil, sendo três amostras de Camellia. sinensis (chá verde, chá branco e 142 
chá preto), uma amostra de Peumus boldus (chá de boldo), uma amostra de Matricaria 143 
recutita (chá de camomila), uma amostra de Baccharis ginistelloides (chá de carqueja), 144 
uma amostra de Cymbopogon citratus (chá de cidreira) e uma amostra de Ilex 145 
paraguariensis (chá mate). 146 
 147 
Procedimento de extração 148 
 A extração a quente foi realizada de acordo com a metodologia de Zielinski et 149 
al. (2014). Um total de 2,0 g de amostra foi extraída com 100 mL de água destilada a 150 
80 °C. A extração foi realizada sob agitação magnética durante 7,5 minutos.  151 
 A extração a frio foi feita com 0,5 g de chá em 20 mL de água destilada à 152 
temperatura ambiente (20-25 °C). A infusão foi mantida em repouso à mesma 153 
temperatura durante 2 horas, agitando manualmente a cada 30 minutos (Damiani et 154 
al., 2014). 155 
 Todos os extratos foram filtrados em papel filtro quantitativo 125 milímetros 156 
(Unifil) e transferidos para Tubos Falcon e imediatamente congelados a -20 °C até 157 
análise posterior. 158 
 159 
 160 
 161 
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Compostos fenólicos totais 162 
 Essa determinação foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu segundo 163 
metodologia de Singleton e Rossi, (1965) com algumas modificações. Para o 164 
desenvolvimento da reação foram pipetados 30 µL da amostra (previamente diluída), 165 
2370 µL de água destilada, e 150 µL de Folin-Ciocalteu. Após 2 minutos de repouso, 166 
adicionou-se 450 µL de solução de carbonato de sódio (Na2CO3) 15%. As soluções 167 
foram incubadas ao abrigo da luz por 2 horas para completa reação. A seguir, a 168 
absorbância foi lida a 765 nm em espectrofotômetro (modelo UV/VIS T-80, PG 169 
Instruments Limited, Beijing, China) previamente calibrado contra o branco. 170 
 Os teores de compostos fenólicos totais foram determinados por interpolação 171 
da absorbância das amostras contra uma curva de calibração construída com padrões 172 
de ácido gálico (y = 0,001x + 0,009; R2=0,999; P< 0,001) e expressos em miligramas 173 
de equivalente de ácido gálico por litro (mg EAG.L-1). As análises foram realizadas em 174 
triplicata e os resultados foram expressos em média e desvio padrão. 175 
 176 
Flavonoides totais 177 
 O conteúdo de flavonoides totais foi quantificado em triplicada pelo método 178 
colorimétrico com cloreto de alumínio de acordo com a metodologia de Chang et al. 179 
(2002). Foram misturados 250 μL de amostra de chá com 1250 μL de água destilada e 180 
75 μL de nitrito de sódio (NaNO2) 5%. Após 6 minutos em repouso, acrescentou-se 181 
150 μL de cloreto de alumínio hexaidratado (AlCl3.6H2O) a 10%. Esperou-se 5 minutos 182 
em repouso e foram adicionados 500 μL de hidróxido de sódio (NaOH) a 1 M e 275 μL 183 
de água destilada e a absorbância foi lida contra um reagente  branco (etanol) a um 184 
comprimento de onda de 510 nm utilizando um espectrofotômetro  (modelo UV/VIS T-185 
80, PG Instruments Limited, Beijing, China). Os resultados foram interpolados com a 186 
curva de calibração de catequina (y = 0,002x + 1,043; R2=0,996; P<0,001) e expressos 187 
em miligramas de equivalentes de catequina por litro de chá (mg EC.L-1). Os 188 
resultados foram expressos em média e desvio padrão. 189 
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 190 
Determinação da capacidade antioxidante in vitro 191 
 A capacidade antioxidante das amostras foi determinada pelos métodos do 192 
DPPH e ABTS●+. O ensaio do DPPH foi realizado segundo metodologia de Mensor et 193 
al. (2001) com algumas modificações. Foram adicionados 2500 μL de extrato diluído à 194 
1000 μL de solução métanólica de DPPH 0,3 mmol.L-1. Simultaneamente foi preparado 195 
um controle negativo contendo 2500 μL da solução extratora (água) e 1000 μL de 196 
DPPH, e um branco para desconsiderar a coloração dos extratos (2500 μL do extrato 197 
e 1000 μL de metanol). As misturas foram armazenadas ao abrigo da luz durante 30 198 
minutos e a absorbância foi registrada a 517 nm em espectrofotômetro (modelo UV / 199 
VIS T-80, PG Instruments Limited, Pequim, China). Metanol foi utilizado como branco 200 
para calibração do equipamento. Os resultados foram comparados com a curva de 201 
calibração de trolox (y = -0,018x + 1,142; R2=0,999; P<0,001) e expressos em μmol de 202 
equivalente de trolox por litro (μmol ET.L-1). 203 
 A avaliação da atividade antioxidante pelo método ABTS●+ foi realizada 204 
segundo Thaipong et al. (2006). Uma solução de trabalho foi preparada pela agitação 205 
de duas soluções estoque (solução 7,4 mmol.L-1 de ABTS e solução 2,6 mmol.L-1 de 206 
persulfato de potássio) em quantidades iguais, deixando reagir por 12 horas em 207 
temperatura ambiente no escuro. Decorrido o tempo da reação, a solução foi diluída 208 
pela mistura de 1 mL de solução de ABTS●+ com 60 mL de metanol para se obter uma 209 
absorbância de 1,1 a 734 nm. Para a análise, um volume de 150 μL do extrato foi 210 
misturado com 2850 μL da solução de ABTS●+. Após 2 horas em ambiente escuro, a 211 
absorbância das amostras foi lida a 734 nm e como controle negativo utilizou-se água. 212 
Os resultados foram comparados à curva de calibração de trolox (y = -0,001x + 1,009; 213 
R2=0,999; P<0,001) e expressos em μmol de equivalente de trolox por litro (μmol.ET L-214 
1). As análises foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos em 215 
média e desvio padrão. 216 
 217 
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Identificação de ácidos fenólicos por CLAE 218 
 A análise de compostos fenólicos foi baseada na metodologia descrita por 219 
Haminiuk et al. (2012), com algumas modificações. Os extratos foram filtrados através 220 
de um filtro de seringa de nylon de 0,22 µm (Millipore, São Paulo, Brasil). As fases 221 
móveis utilizadas foram ácido acético 1% (A) e metanol (B) para um total de tempo de 222 
execução de 65 min. A análise de CLAE foi realizada usando um cromatógrafo Dionex 223 
Ultimate 3000 (Dionex, Idstein, Alemanha) equipado com uma bomba Ultimate 3000, 224 
coluna do compartimento de amostra Ultimate 3000, detector de fotodiodo Ultimate 225 
3000. O volume de injeção foi de 3 µL. O gradiente foi programado como segue: 5-226 
10% B (0-2 minutos), 10-12% B (2-3 minutos), 12-16% B (3-5 minutos), 16-23% B (5-227 
10 minutos), 23-33% B (10-20 minutos), 33-45% B (20-30 minutos), 45-65% B (30-40 228 
minutos), 65-80% B (40-45 minutos), 80-100% B (45-50 minutos), 100% B (50-55 229 
minutos), 100-5% B (55-60 minutos) e 5% B (60-65 min). O software Chromeleon foi 230 
utilizado para controlar o amostrador automático, configurar os gradientes e realizar a 231 
aquisição de dados. As separações foram realizadas numa coluna Acclaim® 120, C18 232 
5 µm 120 A (4,6 mm x 250 mm), operando a 40°C com vazão de 1,0 mL.min-1. Os 233 
padrões de Ácido gálico (y = 0,0457x, R2 = 0,9993), Catequina (y = 0,0107x, R2 = 234 
0,9996), Ácido siríngico (y = 0,0550x, R2 = 0.9996), Capsaicina (y = 0,0096x, R2 = 235 
0,9995), Ácido clorogênico (y = 0,0531x, R2 = 0.9996), Ácido caféico (y = 0,0965x, R2 = 236 
0,9996), Ácido p-coumárico (y = 0,1005x, R2 = 0,9996), Ácido ferúlico (y = 0,0929x, R2 237 
= 0,9996), Dihidrocapsaicina (y = 0,0080x, R2 = 0,9996), Rutina (y = 0,0232x, R2 = 238 
0,99959), Quercetina (y = 0,0682x, R2 = 0,9994), Teobromina (y = 0,0512x, R2 = 239 
0,9996) e Cafeína (y = 0,0424x, R2 = 0,9996)  foram utilizados para a identificação dos 240 
compostos fenólicos das amostras. A análise foi realizada em triplicata. 241 
 242 
 243 
 244 
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Determinação in vitro da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e da 245 
Concentração Bactericida Mínima (CBM).  246 
 Para avaliar a atividade antimicrobiana foi utilizado o método de microdiluição 247 
em caldo de acordo com o protocolo estabelecido pelo documento M100-S22/2012, 248 
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). E. coli ATCC 25922 foi 249 
cultivada em ágar EMB  a 35 °C por 24 horas e S. aureus ATCC 25923 em ágar BP a 250 
35 °C por 48 horas. O inóculo foi preparado transferindo-se quatro a seis colônias de 251 
cada micro-organismo para tubos contendo 2 mL de MHB e incubando-se a 35 °C por 252 
4 a 6 horas. A suspensão obtida foi padronizada em solução salina 0,85% usando 253 
como referência a escala de McFarland no intervalo de 0,5, que corresponde a 5x108 254 
UFC/mL e posteriormente diluída (1:20). Para a determinação da CIM, foram feitas 255 
diluições seriadas (1:2) do extrato em 100 µL de MHB, com uma concentração inicial 256 
de 2,5%. Foram feitos dois controles, um contendo MHB e os isolados bacterianos, 257 
para verificar a viabilidade dos micro-organismos, e o segundo contendo MHB e o 258 
extrato na concentração inicial para ser desconsiderada possível turvação do meio 259 
pela cor dos chás. Foram inoculados 10 µL em cada orifício da microplaca de 96 260 
poços, com exceção dos poços com o controle contendo MHB e extrato. As 261 
microplacas foram incubadas a 35 °C durante 24 horas. Para a determinação da CBM, 262 
uma alíquota de 10 µL de cada poço que não foi observado crescimento microbiano 263 
no ensaio de CIM, foi transferida para placas de petri contendo o meio MHA e 264 
incubados em estufa a 35 °C por 24 horas. 265 
 266 
Isolados bacterianos e agentes antimicrobianos 267 
 O estudo foi conduzido com isolados de E. coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC 268 
25923, estocados em caldo Infusão Cérebro Coração (BHI) com 20% de glicerol a -20 269 
°C.  270 
 271 
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Análise de Componentes Principais (ACP) e a Análise Hierárquica de 272 
Agrupamentos (AHA) 273 
 A ACP e a AHA foram os métodos estatísticos multivariados usados para 274 
analisar os resultados. Para este proposto, uma matriz composta das amostras (n = 275 
16) e das respostas (n = 16) foi construída, totalizando 256 pontos. Os resultados 276 
obtidos para cada parâmetro foram adotados como variáveis (colunas) e os chás como 277 
amostras individuais (linhas). Assim, um pré-tratamento auto-escalado dos dados foi 278 
conduzido para padronizar a importância significativa de todas as variáveis (Zielinski et 279 
al., 2014b). Portanto, a ACP foi aplicada para separar as amostras de chás e os 280 
resultados das amostras e das variáveis foram plotados em gráficos bi-dimensionais. 281 
De maneira a verificar a similaridade entre as amostras a AHA foi realizada, no qual, a 282 
similaridade das amostras foi calculada em base da distância Euclidiana, e o método 283 
de Ward foi usado para formar e sugerir os grupos das amostras similares e os 284 
resultados plotados na forma de dendrograma. De forma a comparar os resultados 285 
entre os grupos formados, teste de Levene foi conduzido para checar a 286 
homocedasticidade dos resultados e análise de variância (one-way ANOVA ou 287 
Kruskal-Wallis) foi aplicado para identificar diferença entre os clusters, com um 288 
P<0,05. Os resultados foram obtidos através do software STATISTICA 7.0 (StatSoft 289 
Inc., Tulsa, Oklahoma., E.U.A.), 290 
 291 
ANÁLISE ESTATÍSTICA 292 
 Os dados experimentais foram submetidos à análise de variância ao nível de 293 
95% de confiança (p≤0,05) usando o software STATISTICA 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, 294 
Oklahoma., E.U.A.). Os resultados foram avaliados por análise de variância (ANOVA) 295 
e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey. 296 
 297 
 298 
 299 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 300 
 Os níveis totais de compostos fenólicos das amostras avaliadas encontram-se 301 
na Tabela 1. Os teores de compostos fenólicos variaram de 267,3 a 2896,0 mg EAG.L-302 
1 e 215,1 a 6956,3 mg EAG.L-1 nas extrações a quente e a frio, respectivamente. 303 
Apenas a amostra de chá de camomila não apresentou diferença significativa entre os 304 
tipos de extrações testadas. Os chás de cidreira e carqueja apresentaram as maiores 305 
concentrações na extração a quente. Já as amostras de chá verde, boldo, branco, 306 
preto e mate apresentaram maior teor de compostos fenólicos na extração a frio.   307 
 Segundo Venditti et al. (2010), em geral, o conteúdo de compostos fenólicos é 308 
sempre mais elevado em infusões quentes. Poucos estudos têm investigado se o 309 
conteúdo de compostos fenólicos e a atividade antioxidante de chás podem ser 310 
afetados por diferentes temperaturas (Lin et al., 2008; Yang et al., 2007). Em recente 311 
estudo, Damiani et al. (2014), avaliaram as infusões a quente e a frio de diferentes 312 
tipos de chás e obtiveram melhores resultados nas infusões a frio, resultado este 313 
compatível aos encontrados nesta pesquisa com relação aos compostos fenólicos. 314 
Estes resultados podem estar associados à termossensibilidade dos compostos 315 
fenólicos, conforme relatado em alguns estudos (Larrauri; Rupérez; Saura-Calixto, 316 
1997; Henríquez et al., 2014). Para Venditti et al. (2010), nas infusões a temperatura 317 
ambiente, as folhas são deixadas durante duas horas em água, ocorrendo completo 318 
inchamento das folhas (Yang et al., 2007), facilitando a migração dos componentes 319 
químicos para a solução, obtendo assim uma bebida rica em compostos fenólicos.  320 
 Os flavonoides totais variaram de 53,3 a 969,2 mg EC.L-1 na extração a quente 321 
e 95,3 a 510,0 mg EC.L-1 na extração a frio (Tabela 1). Apenas as amostras de chás 322 
de camomila e preto apresentaram maiores concentrações na extração a frio. A 323 
amostra de chá mate apresentou maior conteúdo de flavonoides totais em relação aos 324 
compostos fenólicos. Resultado semelhante foi encontrado por Horžić et al. (2009). 325 
Para Baptista, Tavares e Carvalho (1998), isto possivelmente deve-se às interações 326 
hidrofóbicas de alguns compostos fenólicos presentes em infusões de chá, extraídos 327 
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em diferentes temperaturas, bem como o efeito sinergístico ou antagônico de várias 328 
compostos, incluindo metilxantina, sobre o conteúdo de flavan-3-óis. 329 
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Tabela 1 Conteúdo de compostos fenólicos totais e flavonoides totais das infusões a quente e a frio. 330 
 
Extração a quente Extração a frio 
AMOSTRA (Chá) Compostos fenólicos totais (mg EAG.L
-1
) 
Flavonoides totais  
(mg EC.L
-1
) 
Compostos 
fenólicos totais 
(mg EAG.L
-1
) 
Flavonoides totais  
(mg EC.L
-1
) 
Verde (Camellia sinensis (L.) Kuntze) 2896,0
a
 ± 104,40 
 
969,2
a
 ± 23,23 3404,7
b
 ± 174,74 433,3
b
 ± 22,68 
Cidreira (Cymbopogon citratus Stapf) 267,3
a
 ± 8,50 195,7
a
 ± 5,25 215,1
b
 ± 11,82 133,0
b
 ± 1,50 
Carqueja (Baccharis ginistelloides (Lamark_Persoon)) 373,9
a
 ± 43,98 390,5
a
 ± 7,70 264,9
b
 ± 19,50 135,5
b
 ± 3,12 
Boldo (Peumus boldus Molina) 1809,7
a
 ± 61,10 904,2
a
 ± 17,68 6956,3
b
 ± 303,99 433,3
b
 ± 41,26 
Branco (Camellia sinensis (L.) Kuntze) 2546,0
a
 ± 245,15 916,7
a
 ± 18,76 5922,7
b
 ± 225,02 510,0
b
 ± 34,73 
Camomila (Matricaria recutita L.) 399,6
a
 ± 38,11 53,3
a
 ± 6,25 336,3
a
 ± 16,44 95,3
b
 ± 4,16 
Preto (Camellia sinensis (L.) Kuntze 1446,3
a
 ± 45,37 175,7
a
 ± 4,54 7351,3
b
 ± 547,18 210,7
b
 ± 14,25 
Mate (Ilex paraguariensis St. Hil.) 883,29
a
 ± 48,50 934,2
a
 ± 23,63 1639,9
b
 ± 106,31 397,5
b
 ± 13,92 
Resultados expressos em média ± desvio-padrão. Médias na mesma linha seguidas de letras diferentes são significativamente diferentes (p ≤ 0,05) pelo 331 
teste de Tukey. 332 
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 Outros estudos avaliaram o teor de compostos fenólicos e flavonoides em 333 
diferentes tipos de amostras. Almajano et al. (2008) obtiveram valores de 234 a 2247 334 
mg EAG.L-1 para compostos fenólicos em diferentes tipos de infusões, resultados 335 
semelhantes aos obtidos neste estudo. Zielinski et al. (2014), avaliando algumas 336 
espécies de chás, obtiveram resultados que variaram entre 100,45 e 1034,48 mg 337 
EAG.L-1 para compostos fenólicos e 34,09 a 179,88 mg EC.L-1 para flavonoides.338 
 Os resultados da atividade antioxidante das amostras são apresentados na 339 
Tabela 2. O DPPH é um radical livre estável que apresenta uma cor púrpura intensa e 340 
uma forte banda de absorção no comprimento de onda de 515-520 nm. Na presença 341 
de compostos antioxidantes, esse radical pode aceitar um elétron ou um átomo de 342 
hidrogênio da molécula sequestrante de antioxidante, para ser convertido a uma 343 
molécula mais estável. A forma reduzida do DPPH é amarelo pálido. Sendo assim, é 344 
possível determinar a atividade antioxidante de determinados compostos 345 
espectrofotometricamente. Quanto maior for a capacidade de eliminação de radicais 346 
livres de um composto antioxidante, maior a redução do DPPH e menor será a 347 
intensidade da cor púrpura na amostra (Carmona-Jiménez et al., 2014). No ensaio do 348 
DPPH, a única amostra que apresentou maior atividade antioxidante na extração a 349 
quente foi o chá de carqueja. Os chás de cidreira e mate mostraram melhores 350 
resultados na extração a frio. A atividade antioxidante dos demais chás não 351 
apresentou diferença significativa entre os resultados obtidos. A variação dos 352 
resultados foi de 31,83 a 48,81 μmol ET.L-1 para a extração a quente e 33,89 a 50,74 353 
μmol ET.L-1 para a extração a frio.  354 
 O ABTS é frequentemente utilizado para medir a capacidade antioxidante de 355 
alimentos. O cátion ABTS é reativo para a maioria dos antioxidantes, incluindo 356 
compostos fenólicos (Walker; Everete, 2009). Durante a reação, o radical cátion ABTS 357 
azul é convertido de volta à forma neutra incolor. A atividade antioxidante de extratos 358 
de plantas está relacionada ao conteúdo de compostos fenólicos devido à capacidade 359 
destes compostos de doar elétrons ou átomos de hidrogênio e de capturar os radicais 360 
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livres (AWE et al., 2013). No método do ABTS os valores ficaram entre 2535,0 a 361 
33300,0 μmol ET.L-1 e 1100,0 a 38300,0 μmol ET.L-1 nas extrações a quente e a frio, 362 
respectivamente. 363 
 364 
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Tabela 2 Atividade antioxidante das infusões a quente e a frio pelos ensaios de DPPH e ABTS
•+
 365 
AMOSTRA (Chá) 
Extração a quente Extração a frio 
DPPH (μmol ET.L
-1
) ABTS
•+ 
(μmol ET.L
-1
)
 DPPH (μmol 
ET.L
-1
) 
ABTS
•+ 
(μmol ET.L
-1
) 
Verde (Camellia sinensis (L.) Kuntze) 40,42
a 
± 2,11 33300,0
a
 ± 804,67 39,54
a 
± 0,64 38300,0
b
 ± 444,41 
Cidreira (Cymbopogon citratus Stapf) 31,83
a 
± 1,13 2535,0
a
 ± 128,16 33,89
b 
± 0,44 1710,0
b
 ± 91,24 
Carqueja (Baccharis ginistelloides (Lamark_Persoon)) 39,81
a 
± 0,39 3255,0
a
 ± 112,58 35,96
b 
± 1,42 1110,0
b
 ± 0,00 
Boldo (Peumus boldus Molina) 35,92
a 
± 0,70 19950,0
a
 ± 278,76 36,04
a 
± 2,05 8350,0
b
 ± 486,70 
Branco (Camellia sinensis (L.) Kuntze) 42,37
a 
± 1,52 27100,0
a
 ± 707,70 40,71
a 
± 1,05 32050,0
b
 ± 557,52 
Camomila (Matricaria recutita L.) 34,30
a 
± 3,60 2535,0
a
 ± 98,36 34,15
a 
± 0,46 1680,0
b
 ± 108,17 
Preto (Camellia sinensis (L.) Kuntze 47,44
a 
± 0,68 17875,0
a
 ± 737,82 46,18
a 
± 1,02 11850,0
b
 ± 354,44 
Mate (Ilex paraguariensis St. Hil.) 48,81
a 
± 0,61 7275,0
a
 ± 8,66 50,74
b 
± 0,38 3465,0
b
 ± 65,38 
Resultados expressos em média ± desvio-padrão. Médias na mesma linha seguidas de letras diferentes são significativamente diferentes (p ≤ 0,05) pelo 366 
teste de Tukey. 367 
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 As amostras foram submetidas a análise em CLAE e os compostos 368 
identificados estão descritos na Tabela 3. Dufresne e Farnworth (2001) listaram os 369 
principais grupos constituintes dos chás, sendo eles catequinas, teaflavinas, 370 
tearubiginas, teogalina, proantocianidinas, flavonóis, metilxantinas, ácidos fenólicos, 371 
dentre outros. Todos os compostos identificados se enquadram nos grupos citados. 372 
 Teobromina, ácido clorogênico e cafeína foram os compostos fenólicos 373 
identificados na maioria das amostras avaliadas. Resultados semelhantes também 374 
foram encontrados em outros estudos (Zhang et al., 2013; Bae et al., 2015; He et al., 375 
2015).  Ácido gálico, catequina, ácido cafeico, ácido siringico, ácido p-coumárico, ácido 376 
ferúlico, rutina, ácido trans-cinâmico e quercetina também foram identificados nas 377 
amostras. 378 
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Tabela 3: Compostos bioativos identificados e quantificados por CLAE. 
CF: Compostos fenólicos; λ: comprimento de onda; F: Extração a frio; Q: Extração a quente; 1: Verde (Camellia sinensis (L.) Kuntze); 2: Cidreira (Cymbopogon citratus 
Stapf); 3: Carqueja (Baccharis ginistelloides (Lamark_Persoon)); 4: Boldo (Peumus boldus Molina); 5: Branco (Camellia sinensis (L.) Kuntze); 6: Camomila (Matricaria 
recutita (L.); 7: Preto (Camellia sinensis (L.) Kuntze; 8: Mate (Ilex paraguariensis St. Hil.). Resultados expressos em média ± desvio-padrão. Médias na mesma linha 
seguidas de letras diferentes são significativamente diferentes (p ≤ 0,05) pelo teste de Tukey. 
CF 
(mg/L) 
Ácido gálico Teobromina Catequina 
Ácido 
clorogênico 
Cafeína 
Ácido 
caféico 
Ácido 
siríngico 
Ácido p-
coumárico 
Ácido 
ferúlico 
Rutina 
Ácido 
trâns-
cinâmico 
Quercetina 
λ (nm) 279 279 279 324 279 324 279 324 324 370 279 370 
  
F1 
43,69ª ± 62,12 17,26ª ± 8,47 
112,81ª ± 
0,33 
4,97ª ± 0,01 399,60ª ± 0,41 - - - - 45,99ª ± 0,11 - 1,05 ± 0,32 
  
Q1 
81,41
b
 ± 0,35 24,70
b
 ± 0,06 
40,90
b 
± 
61,48 
4,54ª ± 0,00 446,94
b 
± 0,48 - - - - 53,67
b 
± 0,06 - - 
  
F2 
- - - 15,43
a 
± 0,32 - 2,33
a 
± 0,06 - 3,11
a 
± 0,02 0,74
a 
± 0,01 - 0,37 ± 0,41 - 
  
Q2 
- - - 34,72
b 
± 0,03 - 0,47
b 
± 0,01 - 3,13
a 
± 0,00 0,54
b 
± 0,01 - - - 
  
F3 
- 1,92
a 
± 0,01 - 39,74ª ± 0,24 9,67ª ± 0,02 9,18ª ± 0,20 0,50ª ± 0,01 - - - 0,30 ± 0,00 - 
  
Q3 
- 1,71
b 
± 0,00 - 47,35
b 
± 0,02 8,43
b 
± 0,03 0,98
b 
± 0,00 0,23
b 
± 0,01 - - - - - 
  
F4 
- - 21,27ª ± 0,12 - - - - - - 21,33ª ± 0,10 - - 
  
Q4 
- - 26,12
b 
± 0,21 - - - - - - 19,39
b 
± 0,17 - - 
  
F5 
141,19ª ± 0,38 24,80ª ± 0,01 16,18ª ± 0,11 4,59ª ± 0,00 485,95ª ± 0,10 - - - - 49,78 ± 0,00 - 0,33 ± 0,02 
  
Q5 
102,03
b 
± 0,74 26,75
b 
± 0,02 19,54
b 
± 0,26 4,58ª ± 0,01 573,95
b 
± 0,23 - - - - - - - 
  
F6 
- - - 30,15ª ± 0,02 - - - - - - - - 
  
Q6 
- - - 29,78
b 
± 0,05 - - - - - - - - 
  
F7 
37,57ª ± 0,24 2,52ª ± 0,01 - 2,60 ± 0,01 256,06ª ± 0,11 - - - - 53,97ª ± 0,04 - - 
  
Q7 
60,84
b 
± 0,11 3,29
b 
± 0,04 - - 333,83
b 
± 0,35 - - - - 59,56
b 
± 0,20 - - 
  
F8 
- 18,34ª ± 0,04 - 86,08ª ± 0,06 98,76ª ± 0,06 - - - - - - - 
  
Q8 
- 19,64
b 
± 0,03 - 81,90
b 
± 0,16 111,16
b 
± 0,13 - - - - - - - 
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 A ACP foi aplicada com o intuito de avaliar os dados dos compostos fenólicos 379 
individuais determinados por CLAE, CFT, FT, e atividade antioxidante determinada por 380 
DPPH e ABTS de diferentes chás herbais e do processo de extração a quente e a frio. 381 
A componente principal (CP) 1 foi capaz de explicar 39,95% da variância total e a CP 382 
2 explicou 15,74%, totalizando 55,69% da variância total explicada pelas duas 383 
primeiras componentes principais (Figura 1). Os chás foram separados ao longo de 384 
CP 1 pelas diferenças observadas nos CFT, ABTS, ácido gálico, teobromina, 385 
catequina, cafeína, ácido cafeíco, ácido p-coumárico, ácido ferúlico, rutina, ácido trans-386 
cinâmico, e quercetina. A segunda CP separou em termos de DPPH, ácido 387 
clorogênico, ácido p-coumarico, e ácido ferúlico. O agrupamento das amostras mais a 388 
direita foram separados em relação aos maiores teores de CFT, ABTS, ácido gálico, 389 
teobromina, catequina, cafeína, rutina, e quercetina, enquanto que as amostras mais 390 
ao lado esquerdo foram separadas em relação aos maiores teores de ácido cafeíco, 391 
ácido p-coumarico, ácido ferúlico, ácido trans-cinâmico, ácido clorogênico e DPPH.  392 
393 
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Figura 1. Gráficos de dispersão simples para os diferentes chás (A) e suas variáveis 396 
analisadas (B). F: Extração a frio; Q: Extração a quente; 1: Verde (Camellia sinensis (L.) 397 
Kuntze); 2: Cidreira (Cymbopogon citratus Stapf); 3: Carqueja (Baccharis ginistelloides 398 
(Lamark_Persoon)); 4: Boldo (Peumus boldus Molina); 5: Branco (Camellia sinensis (L.) 399 
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Kuntze); 6: Camomila (Matricaria recutita (L.); 7: Preto (Camellia sinensis (L.) Kuntze; 8: Mate 400 
(Ilex paraguariensis St. Hil.). 401 
 402 
 Com o propósito de verificar a similaridade entre as amostras, a AHA foi 403 
realizada e 3 clusters foram propostos (Figura 2), corroborando com os resultados 404 
encontrados pela ACP. O cluster 1 foi formado por todos os chás de Camellia sinensis 405 
(verde, branco e preto) não diferenciando o processo de extração. Por comparação 406 
múltipla entre os grupos, o cluster mostrou diferença significativa (p<0,01) com os 407 
maiores teores de CFT, atividade antioxidante medida por ABTS, cafeína e rutina 408 
(Tabela 4). Por outro lado, o Cluster 2 apresentou os menores valores CFT, atividade 409 
antioxidante medida por ABTS, cafeína e rutina (não determinada) sendo formado 410 
pelos chás de erva-cidreira e carqueja (extração a frio). No entanto os chás mostraram 411 
os maiores valores de ácido caféico e siríngico. O Cluster 3 apresentou resultados 412 
intermediários para as variáveis dos chás, sendo este formado pelos chás de boldo, 413 
camomila, carqueja (extração a quente), e mate. Através da associação dos grupos 414 
pela AHA é possível distinguir que as amostras no Cluster 1 apresentam “alta 415 
funcionalidade”, Cluster 2 “baixa funcionalidade” e o Cluster 3 “funcionalidade 416 
intermediária”. 417 
418 
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Figura 2. Dendrograma para os diferentes tipos de chás herbais obtidos por extração a quente 422 
e a frio. F: Extração a frio; Q: Extração a quente; 1: Verde (Camellia sinensis (L.) Kuntze); 2: 423 
Cidreira (Cymbopogon citratus Stapf); 3: Carqueja (Baccharis ginistelloides (Lamark_Persoon)); 424 
4: Boldo (Peumus boldus Molina); 5: Branco (Camellia sinensis (L.) Kuntze); 6: Camomila 425 
(Matricaria recutita (L.); 7: Preto (Camellia sinensis (L.) Kuntze; 8: Mate (Ilex paraguariensis St. 426 
Hil.). 427 
Cluster 1 
Cluster 2 
Cluster 3 
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Tabela 4. Dados dos chás agrupados por CFT, FT, atividade antioxidante e compostos fenólicos individuais. 428 
Variaveis C1 C2 C3 p-valor* p-valor* 
CFT 3927.83 325.27 945.74 <0.01 <0.01 
Flavonoides 535.92 267.06 688.81 0.06 0.37 
DPPH 42.78 33.90 39.97 0.06 0.09 
ABTS 26745.83 1785.00 6644.29 0.07 <0.001 
Ácido gálico 77.79 0.00 0.00 NA NA 
Teobromina 16.56 0.64 5.67 0.03 0.03 
Catequina 31.57 0.00 6.77 0.05 0.20 
Ácido clorogênico 3.55 29.97 39.32 0.01 0.11 
Cafeína 416.06 3.22 31.19 0.04 <0.01 
Ácido caféico 0.00 3.99 0.14 <0.001 <0.01 
Ácido siríngico 0.00 0.17 0.03 <0.001 0.34 
Ácido p-coumárico 0.00 2.08 0.00 NA NA 
Ácido ferúlico 0.00 0.43 0.00 NA NA 
Rutina 43.83 0.00 5.82 0.14 <0.001 
Ácido trâns-cinâmico 0.00 0.23 0.00 NA NA 
Quercetina 0.23 0.00 0.00 NA NA 
C: Cluster; p-valor*: obtido pelo teste de Levene; p-valor**: ANOVA(one-way ou Kruskal-Wallis); NA: Não analisado. 429 
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 A maioria dos compostos fenólicos apresenta atividade antimicrobiana. Alguns 430 
estudos têm investigado os efeitos dos compostos fenólicos sobre patógenos 431 
intestinais, embora haja alguma discordância sobre exatamente quais espécies 432 
bacterianas são inibidas por antioxidantes. A tolerância das bactérias aos compostos 433 
fenólicos depende das espécies bacterianas e da estrutura do polifenol (Campos; 434 
Colto; Hogg, 2003; Taguri; Tanaka; Kouno, 2004; Almajano et al., 2008).  435 
 Staszewski et al. (2011) sugeriu que os flavonoides podem inibir a síntese de 436 
ácido nucléico e afetar a atividade enzimática, particularmente aquelas associadas 437 
com a produção de energia. A síntese de proteínas e lipídios também é afetada, mas 438 
em menor grau. Além disso, os compostos fenólicos podem interferir com a função da 439 
membrana (transporte de elétrons, absorção de nutrientes) e interagir com as 440 
proteínas da membrana, fazendo com que haja deformação na estrutura e 441 
funcionalidade da mesma. Ainda segundo o autor, esta desorganização da estrutura 442 
da parede celular, observada em estudos de microscopia eletrônica, sugere que os 443 
componentes dos chás interferem na síntese do peptidoglicano e compromete o 444 
processo de separação de células. 445 
 Das infusões a quente, apenas as amostras de chás verde e preto 446 
apresentaram ação bacteriostática para S. aureus e E.coli na concentração inicial dos 447 
extratos (2,5%), enquanto para a infusão a frio, apenas o chá branco apresentou o 448 
mesmo efeito para S. aureus, também na concentração inicial. Nenhum dos extratos 449 
apresentou ação bactericida a partir da concentração inicial avaliada. A inibição 450 
depende da cepa testada, do tipo e da concentração do extrato. Provavelmente uma 451 
maior concentração ou maior volume de infusão inoculada poderia fornecer maior 452 
efeito (Almajano et al., 2008). 453 
 454 
CONCLUSÕES 455 
 As amostras apresentaram quantidades elevadas de compostos fenólicos totais 456 
e flavonoides, que estão diretamente relacionados aos benefícios dos chás à saúde. 457 
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Os extratos também apresentaram alta capacidade antioxidante. A infusão a frio 458 
mostrou-se mais eficiente quanto aos parâmetros testados. Portanto, neste estudo o 459 
chá infundido em água à temperatura ambiente constituiu numa bebida mais rica em 460 
compostos bioativos em comparação às infusões de chás em água quente. A ACP e a 461 
AHA foram eficazes para discriminação dos chás relacionados à sua espécie de 462 
origem, entretanto não foi observada uma distinção clara entre os métodos de 463 
extração, pois apenas o chá de carqueja distinguiu-se entre os grupos. As amostras de 464 
chás verde e preto (extração a quente) e chá branco (extração a frio) apresentaram 465 
ação bacteriostática para S. aureus e E.coli Nenhum dos extratos apresentou ação 466 
bactericida. 467 
 468 
REFERÊNCIAS 469 
Almajano, M. P., Carbo, R., Jiménez, J. A. L. & Gordon, M. H. (2008). Antioxidant and 470 
antimicrobial activities of tea infusions. Food Chemistry, 108, 55–63. 471 
Awe F.B., Fagbemi, T.N., Ifesan, B.O.T. & Badejo, A. A. (2013). Antioxidant properties 472 
of cold and hot water extracts of cocoa, Hibiscus flower extract, and ginger 473 
beverage blends. Food Research International, 52, 490–495. 474 
Bae, I. K, Ham, H. M., Jeong, M. H., Kim, D. H. & Kim, H. J. (2015). Simultaneous 475 
determination of 15 phenolic compounds and caffeine in teas and mate using 476 
RP-HPLC/UV detection: Method development and optimization of extraction 477 
process. Food Chemistry, 172, 469–475.  478 
Balasundram, N., Sundram, K. & Samman, S. (2006). Phenolic compounds in plants 479 
and agri-industrial by-products: Antioxidant activity, occurrence, and potential 480 
uses. Food Chemistry, 99, 191-203. 481 
Baptista, J. A. B., Tavares, J. F. P., & Carvalho, R. C. B. (1998). Comparison of 482 
catechins and aromas among different green teas using HPLC/SPME-GC. Food 483 
Research International, 31, 729–736.  484 
Campos, F. M., Couto, J. A., & Hogg, T. A. (2003). Influence of phenolic acids on 485 
growth and inactivation of Oenococcus oeni and Lactobacillus hilgardii. Journal of 486 
Applied Microbiology, 94, 167–174. 487 
Carmona-Jiménez, Y., García-Moreno, M. V., Igartuburu, J. M. & Barroso, C. G. 488 
(2014). Food Chemistry, 165, 198–204. 489 
     
 
34 
 
Chang, C.C., Yang, M.H., Wen, H.M. & Chern, J.C. (2002) Estimation of total flavonoid 490 
content in propolis by two complementary colorimetric methods. Journal of Food 491 
and Drug Analysis. Journal, 10, 178–182. 492 
Clinical Laboratory Standards Institute. (2012). Performance Standards for 493 
Antimicrobial Susceptibility Testing; Twenty-Second Informational Supplement. 494 
CLSI document M100-S22, Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards 495 
Institute, 2012. 496 
Damiani, E., Bacchetti, T., Padella, L., Tiano, L. & Carloni, P. (2014). Antioxidant 497 
activity of different white teas: Comparison of hot and cold tea infusions. Journal 498 
of Food Composition and Analysis, 33, 59–66.  499 
Dufresne, C. J. & Farnworth, Edward R. (2001). A review of latest research findings on 500 
the health promotion properties of tea. Journal of Nutritional Biochemistry, 12, 501 
404–421. 502 
Francisco, V., Figueirinha, A., Neves, B.M., García-Rodríguez, C., Lopes, M.C., Cruz, 503 
M.T. & Batista, M.T. (2011). Cymbopogon citratus as source of new and safe 504 
anti-inflammatory drugs: bio-guided assay using lipopolysaccharide-stimulated 505 
macrophages. Journal of Ethnopharmacology, 133, 818–827.  506 
Grance, S. R. M, Teixeira,M.A., Leite, R.S., Guimarães, E.B., Siqueira, J.M., Filiu, 507 
W.F.O., Vasconcelos, S.B.S. & Vieira, M.C. (2008). Baccharis trimera: effect on 508 
hematological and biochemical parameters and hepatorenal evaluation in 509 
pregnant rats. Journal of Ethnopharmacology, 117, 28–33. 510 
Haminiuk, C.W.I., Maciel, G. M.; Plata-Oviedo, M.S.V. & Peralta, R. M. (2012). 511 
Phenolic compounds in fruits – an overview. International Journal of Food 512 
Science and Technology, 46, 1529–1537. 513 
Haminiuk, C.W.I., Plata-Oviedo, M.S.V., Guedes, A.R., Stafussa, A.P., Bona, E. & 514 
Carpes, S.T. (2011). Chemical, antioxidant and antibacterial study of Brazilian 515 
fruits. International Journal of Food Science and Technology, 46, 1529–1537.  516 
Haminiuk, C.W.I., Mattos, G., Carpes, S.T., Plata-Oviedo, Manuel. V. & Branco, I.G. 517 
(2012). Extraction and quantification of phenolic acids and flavonols from 518 
Eugenia pyriformis using different solvents. Journal of Food Science and 519 
Technology, 49, 1-5. 520 
He, X., Li, J., Zhao, W., Liu, R., Zhang, L. & Kong, X. (2015). Chemical fingerprint 521 
analysis for quality control and identification of Ziyang green tea by HPLC. Food 522 
Chemistry, 171, 405–411. 523 
Henríquez, C., Córdova, A., Almonacid, S. & Saavedra J. (2014). Kinetic modeling of 524 
phenolic compound degradation during drum-drying of apple peel by-products. 525 
Journal of Food Engineering, 143, 146–153.  526 
     
 
35 
 
Horžić, D., Draženka, K., Belščak, A., Ganič, K.K., Iveković, D. & Karlović, D. (2009). 527 
The composition of polyphenols and methylxanthines in teas and herbal 528 
infusions. Food Chemistry, 115, 441–448.  529 
Hu, B., Wang, L., Zhou, B., Zhang, X., Sun, Y., Ye, H., et al. (2009). Efficient procedure 530 
for isolating methylated catechins from green tea and effective simultaneous 531 
analysis of ten catechins, three purine alkaloids, and gallic acid in tea by high 532 
performance liquid chromatography with diode array detection. Journal of 533 
Chromatography A, 1216, 3223–3231. 534 
Iora, S. R. F., Maciel, G. M., Zielinski, A. A. F., Silva, M. V., Pontes, P.V.A. & Haminiuk, 535 
C.W.I. (2014). Evaluation of the bioactive compounds and the antioxidant 536 
capacity of grape pomace. International Journal of Food Science & Technology, 537 
49, 2717-2725.  538 
Kerio, L.C., Wachira, F.N., Wanyoko, J.K. & Rotich, M.K. (2013). Total polyphenols, 539 
catechin profiles and antioxidant activity of tea products from purple leaf coloured 540 
tea cultivars. Food Chemistry, 136, 1405–1413. 541 
King, A. & Young, G. Characteristics and occurrence of phenolic phytochemical. 542 
(1999). Journal of the American Dietetic Association, 99, 213-218.  543 
Larrauri, J., Ruperez, P. & Saura-Calixto, F., 1997. Effect of drying temperature  on the 544 
stability of polyphenols and antioxidant activity of red grape pomace peels. 545 
Journal of Agriculture and Food Chemistry, 45, 1390–1393. 546 
Lin, S.D., Liu, E.H. & Mau, J.L. (2008). Effect of different brewing methods on 547 
antioxidant properties of steaming green tea. LWT – Food Science and 548 
Technology, 41, 1616–1623. 549 
Mckay, D. L. & Blumberg, J. B. (2006). A review of the bioactivity and potential health 550 
benefits of chamomile tea (Matricaria recutita L.). Phytotherapy Research, 20, 551 
519–530. 552 
Mensor, L.L., Menezes, F.S., Leitao, G.G.; Reis, A.S. & Santos, T.C. (2001). Screening 553 
of brazilian plant extracts for antioxidant activity by the use of DPPH free radical 554 
method. Phytotherapy Research, 15, 127-130.  555 
Murakami, A. N. N., Amboni, R. D. M. C., Prudêncio, E. S., Amante, E. R., Fritzen-556 
Freire, C. B., BOAVENTURA, B. C. B. & Muñoz, I.B.; Branco, C. S., Salvador, M. 557 
Maraschin, M. (2011). Concentration of biologically active compounds extracted 558 
from Ilex paraguariensis St. Hil. by nanofiltration. Food Chemistry,141, 60-65. 559 
Petronilho, S., Maraschin, M., Coimbra,M. A. & Rocha ,S. M. (2012). In vitro and in vivo 560 
studies of natural products: A challenge for their valuation. The case study of 561 
chamomile (Matricaria recutita L.). Industrial Crops and Products, 40, 1– 12. 562 
     
 
36 
 
Rice-Evans, C., Miller, N., & Paganga, G. (1997). Antioxidant properties of phenolic 563 
compounds. Trends in Plant Science, 2, 152–159. 564 
Sharangi, A.B. (2009). Medicinal and therapeutic potentialities of tea (Camellia sinensis 565 
L.) – a review. Food Research International, 42, 529–535. 566 
Singleton, V.L. & Rossi, J.A. (1965). Colorimetry of total phenolics with 567 
phosphomolybdic-phosphotungstic acid reagents. American Journal of Enology 568 
and Viticulture,16, 144-158. 569 
Soto, C., Caballero, E., Péreza, E. & Zúñiga, M. E. (2014). Effect of extraction 570 
conditions on total phenolic content andantioxidant capacity of pretreated wild 571 
Peumus boldus leaves from Chile. Food and Bioproducts Processing, 92, 328–572 
333. 573 
Staszewski, M.V., Pilosof, A.M.R. & Jagus, R. J. (2011). Antioxidant and antimicrobial 574 
performance of different Argentinean green tea varieties as affected by whey 575 
proteins. Food Chemistry, 125, 186–192. 576 
Taguri, T., Tanaka, T., & Kouno, I. (2004). Antimicrobial activity of 10 different plant 577 
polyphenols against bacteria causing food-borne disease. Biological and 578 
Pharmaceutical Bulletin, 27, 1965–1969. 579 
Thaipong, K., Boonprakob, U., Crosby, K., Cisneros-Zevallos, L. & Byrne, D.H. (2006). 580 
Comparison of ABTS, DPPH, FRAP, and ORAC assays for estimating 581 
antioxidant activity from guava fruit extracts. Journal of Food Composition and 582 
Analysis, 19, 669-675. 583 
Unachukwu, U.J., Ahmed, S., Kavalier, A., Lyles, J.T. & Kennelly, E.J., (2010). White 584 
and green teas (Camellia sinensis var. sinensis): variation in phenolic, 585 
methylxanthine, and antioxidant profiles. Journal of Food Science, 75, 541–548. 586 
Venditti, E., Bacchetti, T., Tiano, L., Carloni, P., Greci, L. & Damiani, E., (2010). Hot vs. 587 
cold water steeping of different teas: do they affect antioxidant activity? Food 588 
Chemistry, 119, 1597–1604. 589 
Walker, R. B., & Everette, J. D. (2009). Comparative reaction rates of various 590 
antioxidants with ABTS radical cation. Journal of Agricultural and Food 591 
Chemistry, 57, 1156–1161. 592 
Walter, M. & Marchesan, E. Phenolic compounds and antioxidant activity of rice. 593 
(2011). Brazilian Archives of Biology and Technology, 54, 371-377. 594 
Yang, D.-J., Hwang, L.S. & Lin, J.-T., (2007). Effects of different steeping methods and 595 
storage on caffeine, catechins and gallic acid in bag tea infusions. Journal of 596 
Chromatography A, 1156, 312–320. 597 
     
 
37 
 
Zhang, Y., Li, Q., Xing, H., Lu, X., Zhao, L., Qu,K. & Bi, K. (2013). Evaluation of 598 
antioxidant activity of ten compounds in different tea samples by means of an on-599 
line HPLC–DPPH assay. Food Research International, 53, 847–856. 600 
Zielinski A.A.F., Haminiuk C.W.I., Alberti A., Nogueira A., Demiate I.M. & Granato, D. 601 
(2014). A comparative study of the phenolic compounds and the in vitro 602 
antioxidant activity of different Brazilian teas using multivariate statistical 603 
techniques. Food Research International, 60, 246–254.  604 
ZIELINSKI, A. A. F.; NOGUEIRA, A.; WOSIACKI, G.; HAMINIUK, C. W. I. (2014a). The 605 
association between chromaticity, phenolics, carotenoids, and antioxidant activity 606 
of frozen fruit pulp in Brazil: an application of chemometrics. Journal of Food 607 
Science, 79, C510-C516. 608 
Zielinski, A. A. F. ; Haminiuk, C. W. I.; Nunes, C. A.; Schnitzler, E.; Van-Ruth, S. M.; 609 
Granato, D. (2014b). Chemical Composition, Sensory Properties, Provenance, 610 
and Bioactivity of Fruit Juices as Assessed by Chemometrics: A Critical Review 611 
and Guideline. Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety, 13, 612 
300-316.  613 
Zhu, Q. Y., Hackman, R. M., & Ensunsa, J. L. (2002). Antioxidative activities of oolong 614 
tea. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 50, 6929-6934. 615 
